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UUSIEN ETURAUHASEN SYÖPÄSOLUJEN
KASVUA ESTÄVIEN YHDISTEIDEN
VAIKUTUSMEKANISMIEN TUTKIMINEN
Eturauhasen syöpä on länsimaissa miesten syövistä yleisin ja aiheuttaa toiseksi eniten miesten
syöpäkuolemia. Nykyisin varhaisessa vaiheessa havaittuja eturauhasen kasvaimia hoidetaan
tavallisesti leikkauksella, kemoterapialla tai säteilyttämällä. Toisinaan tauti kuitenkin uusiutuu ja
muuntuu nykyisille hoidoille vastustuskykyiseksi pahanlaatuiseksi eturauhasen syöväksi.
Sekä normaali eturauhasen toiminta että eturauhasen syöpien kehittyminen ja kasvu ovat riip-
puvaisia androgeenireseptorin (AR) välittämästä androgeenien kasvutekijävaikutuksesta. Usei-
den eturauhasen syöpien pahanlaatuisuus on seurausta AR-välitteisen säätelyn häiriintymises-
tä. Koska valtaosassa pahanlaatuisiakin eturauhasen syöpiä AR on yhä tärkeä kasvutekijä-
reseptori, AR:n toiminnan esto on usein tavoitteena uusien eturauhassyöpälääkkeiden kehityk-
sessä.
Aikaisemmassa solupohjaisessa tehoseulonnassa tutkittiin 4 910 tunnetun lääkeaineen ja pie-
nimolekyylisen yhdisteen vaikutuksia eturauhasen syöpäsolujen ja normaalia eturauhasen epi-
teeliä mallintavien solujen kasvuun. Erityisesti eturauhasen syöpäsolujen kasvua estäviä yhdis-
teitä löydettiin kaiken kaikkiaan vain neljä.
Opinnäytetyössä tutkittiin kahden seulonnassa löydetyn yhdisteen, disulfiraamin (DSF) ja mo-
nensiinin, sekä kahden monensiinin kanssa rakenteellisesti samankaltaisen yhdisteen, sa-
linomysiinin ja nigerisiinin, vaikutusmekanismeja eturauhasen syöpäsoluissa. Lisäksi tutkittiin
DSF:n ja erään syöpälääkkeen (X) yhteisvaikutusta AR-välitteiseen tiedonsiirtoon.
Sekä DSF, monensiini, salinomysiini että nigerisiini vähensivät AR:n ilmentymistä ja AR-
välitteisen säätelyn alaisten geenien luentaa eturauhasen syöpäsoluissa. Yhteiskäytössä X:n
kanssa DSF:n AR:n ilmentymistä estävä vaikutus heikentyi. AR:n toiminnan alasajamisen lisäksi
monensiini, salinomysiini ja nigerisiini estivät eturauhasen syöpäsolujen kasvua lisäämällä so-
lunsisäistä oksidatiivista stressiä.
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STUDY ON THE MOLECULAR MECHANISMS OF
NOVEL INHIBITORS OF PROSTATE CANCER
CELL GROWTH
Prostate cancer is the most common cancer and the second most common cause of cancer
deaths in men in the western world. Current treatment of patients with primary prostate cancer
includes surgery, chemotherapy, and radiation. However, sometimes the disease relapses and
gives rise to an advanced malignant prostate cancer that is resistant to current treatment op-
tions.
Both the normal function of the prostate and the development and growth of prostate cancers
depend on androgenic growth factor signalling mediated by the androgen receptor (AR). The
malignancy of many prostate cancers is caused by disruptions in AR-mediated signalling. Since
AR remains a vital growth factor receptor even in the majority of malignant prostate cancers, in-
hibiting the function of AR is often a goal in the development of novel prostate cancer drugs.
Previously, the effects of 4,910 drugs and drug-like small molecules on the growth of prostate
cancer cells and non-malignant prostatic epithelial cells were studied using cell-based high-
throughput screening. Altogether, only four compounds were found to inhibit the growth of pros-
tate cancer cells without any major effects on non-malignant prostatic epithelial cells.
In this Bachelor’s thesis, the molecular mechanisms of two compounds identified in the high-
throughput screening, disulfiram (DSF) and monensin, and two structural analogues of
monensin, salinomycin and nigericin, were studied in prostate cancer cells. In addition, the syn-
ergistic effect of DSF and a cancer drug (designated X) on AR signalling was explored.
DSF, monensin, salinomycin, and nigericin all decreased the expression of AR and genes under
AR-mediated regulation in prostate cancer cells. A combinatorial exposure to DSF and X de-
creased the AR signalling–reducing effect of DSF. In addition to downregulating AR function,
monensin, salinomycin, and nigericin inhibited the growth of prostate cancer cells by increasing
intracellular oxidative sress.
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KÄYTETYT LYHENTEET
AR androgeenireseptori
ARE DBD:t tunnistava sekvenssi AR:n kohdegeenien säätelyalu-
eella (AR response element)
ATF3 proapoptoottinen transkriptiotekijä (activating transcription
factor 3)
DBD AR:n DNA:ta sitova domeeni
DDIT DNA:n vaurioitumisen seurauksena ilmentyvä proteiini (DNA
damage–inducible transcript)
DSF disulfiraami, aldehydidehydrogenaasin estäjä
ERG ETS-geeniperheen jäsen (ETS-related gene)
ETV ETS-geeniperheen jäsen (ETS-variant)
HRP piparjuuriperoksidaasi
Hsp lämpöšokkiproteiini
KLF6 proapoptoottinen transkriptiotekijä (Krüppel-like factor 6)
LBD AR:n ligandia sitova domeeni
LNCaP imusolmukkeen etäpesäkkeestä eristetty eturauhasen syö-
päsolulinja
MT metallotioneiini
PIN eturauhasen epiteelin sisäinen kasvannainen (prostatic in-
traepithelial neoplasia)
PSA eturauhasspesifinen antigeeni (prostate-specific antigen)
SDS natriumdodekyylisulfaatti
TMPRSS2 solukalvon läpäisevä seriiniproteaasi (transmembrane pro-
tease, serine 2)
TXNIP tioredoksiineja inhiboiva proteiini (thioredoxin-interacting pro-
tein)
VCaP selkänikaman etäpesäkkeestä eristetty eturauhasen syö-
päsolulinja
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1 JOHDANTO
Opinnäytetyö tehtiin Turussa VTT:n Lääkekehityksen biotekniikan yksikössä.
Opinnäytetyö on osa laajempaa väitöskirjatutkimusta, jonka tarkoituksena on
löytää uusia lääkeaineita ja strategioita pahanlaatuisen eturauhasen syövän
hoitoon.
Aikaisemmassa 4 910 lääkeaineen ja pienimolekyylisen yhdisteen solupohjai-
sessa tehoseulonnassa etsittiin eturauhasen syöpäsolujen kasvua estäviä yh-
disteitä. Seulonnat tehtiin neljässä eturauhasen syöpäsolulinjassa ja kahdessa
normaalia eturauhasen epiteeliä mallintavassa solulinjassa. Useimmat kasvua
estävät yhdisteet vaikuttivat yhtä tehokkaasti sekä syöpä- että kontrollisolulinjo-
jen kasvuun. (Iljin & al., 2009.) Kaiken kaikkiaan seulonnoissa löytyi vain neljä
yhdistettä, jotka estivät erityisesti eturauhasen syöpäsolujen kasvua.
Opinnäytetyössä tutkittiin kahden tehoseulonnoissa löydetyn, valikoivasti pa-
hanlaatuisten eturauhasen syöpäsolujen kasvua estäneen lääkeaineen, disulfi-
raamin (DSF) ja monensiinin, vaikutusmekanismeja.
DSF:ää on käytetty jo vuosikymmeniä kroonisen alkoholismin hoidossa. Alkoho-
lismin hoidossa DSF:n vaikutus perustuu sen toimintaan aldehydidehydro-
genaasin estäjänä, mutta DSF estää myös muun muassa DNA-topoisomeraa-
sien, matriksin metalloproteinaasien ja ABC-transporttereiden toimintaa. DSF:n
käytöstä muiden syöpien hoidossa on saatu lupaavia tutkimustuloksia (Mari-
kovsky & al., 2002; Brar & al., 2004).
Eturauhassoluilla tehdyissä tehoseulonnoissa DSF:n havaittiin estävän erityi-
sesti VCaP-eturauhassyöpäsolujen kasvua in vitro.  DSF  myös  hidasti  VCaP-
siirrännäisten kasvua in vivo -kokeissa, mutta se ei pysäyttänyt siirrännäisten
kasvua täysin. Genominlaajuisessa ilmentymisprofiilin kartoituksessa DSF:n
havaittiin lisänneen varsinkin metallotioneiinigeenien luentaa VCaP-soluissa. (Il-
jin & al., 2009.) Metallotioneiinien ilmentymisen tiedetään aiempien tutkimusten
perusteella suojaavan soluja oksidatiiviselta stressiltä.
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Koska DSF hidasti siirrännäisten kasvua in vivo ja se on lääkkeenä hyvin tutkit-
tu ja melko turvallinen, päätettiin selvittää, tehostuisiko sen eturauhasen syö-
päsolujen kasvua estävä vaikutus yhteiskäytössä muiden lääkeaineiden kanssa
(Iljin & al., 2009).
Muut yhdisteseulonnat tunnettujen lääkeaineiden kanssa johtivat erään syöpä-
lääkkeen (X) löytämiseen mahdollisena DSF:n vaikutusta tehostavana yhdis-
teenä. Opinnäytetyössä tutkittiin X:n vaikutusta VCaP-solujen kasvuun sekä
mahdollista hyötyä DSF:n vaikutusta tehostavana yhdisteenä. X estää muun
muassa syövän kasvua ja verisuonittumista.
Tehoseulonnoissa monensiini esti valikoivasti sekä LNCaP- että VCaP-
eturauhassyöpäsolujen kasvua. Genominlaajuisessa ilmentymisprofiilin kartoi-
tuksessa myös monensiinin havaittiin vaikuttavan useiden oksidatiiviseen stres-
siin liittyvien geenien luentaan. (Ketola & al., 2010.) Mekanismista, jolla monen-
siini estää eturauhasen syöpäsolujen kasvua, ei kuitenkaan ollut tarkempaa tie-
toa.
Monensiini on liha- ja meijeriteollisuudessa yleisesti käytetty antibiootti, jota on
myös käytetty lihakarjan lihasmassan kasvattamiseen (Mollenhauer & al.,
1990). Soluissa monensiini toimii ionoforina. Monensiinin on havaittu estävän
valikoivasti eturauhasen syöpäsolujen lisäksi muunkinlaisten syöpäsolujen kas-
vua in vitro (Park & al., 2002; Park & al., 2003a; Park & al., 2003b; Park & al.,
2003c).
Toisissa tehoseulonnoissa kahden monensiinin kanssa rakenteellisesti saman-
kaltaisen yhdisteen, salinomysiinin ja nigerisiinin, on havaittu estävän vali-
koivasti syöpäsolujen kasvua in vitro (Hasuda & al., 1994; Gupta & al., 2009).
Salinomysiini ja nigerisiini ovat myös ionoforeja ja niitäkin on käytetty antibioot-
teina eläinlääketieteessä.
Opinnäytetyössä selvitettiin, miten salinomysiini ja nigerisiini vaikuttavat AR-
geenin sekä joidenkin AR-proteiinin säätelemien geenien (PSA, ERG ja MYC)
luentaan ja ilmentymiseen LNCaP- ja VCaP-soluissa. Lisäksi opinnäytetyössä
validoitiin monensiinin oksidatiivista stressiä lisäävä vaikutus sekä testattiin
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alustavasti salinomysiinin ja nigerisiinin kykyä lisätä oksidatiivista stressiä
LNCaP- ja VCaP-soluissa.
2 TAUSTAA
2.1 Androgeenivälitteinen säätely
Androgeenien eli miessukupuolihormonien välittämä endokriininen eli umpierit-
teinen säätely käynnistää miehisten sukupuoliominaisuuksien erilaistumisen si-
kiönkehityksen aikana sekä ohjaa niiden myöhempää kehittymistä ja toimintaa.
Aikuisessa yksilössä androgeenivälitteinen säätely on tärkeää useiden kudos-
ten, ei vain sukupuolielinten, normaalille toiminnalle (Mooradian & al., 1987).
Eturauhasen rakenteen kehittymiselle ja eturauhasen toiminnalle androgeenit
ovat elintärkeä säätelytekijä (Siiteri & Wilson, 1973). Valtaosa verenkierron and-
rogeeneista on kivesten tuottamaa testosteronia. Noin kymmenesosan muodos-
tavat lisämunuaiskuoren erittämät kortikosteroidit. Tärkein hormoni andro-
geenivälitteisessä säätelyssä on testosteroni.
Testosteronin erittymistä verenkiertoon kontrolloi hypotalamuksen, aivolisäk-
keen ja sukupuolirauhasten muodostama järjestelmä. Hypotalamuksen erittämä
luliberiini säätelee lutropiinin vapautumista aivolisäkkeen etulohkosta, ja lutro-
piinin vaikutuksesta kivekset erittävät verenkiertoon testosteronia. Testosteroni
säätelee omaa pitoisuuttaan veressä: kohonnut testosteronipitoisuus vähentää
luliberiinin erittymistä hypotalamuksesta ja vähentää aivolisäkkeen herkkyyttä
luliberiinille.
Androgeenit ovat rasvaliukoisia hormoneja ja kykenevät siksi vapaasti läpäise-
mään solukalvon. Androgeenien kohdekudoksissa, kuten eturauhasessa, ent-
syymi 5?-reduktaasi muuntaa testosteronista dihydrotestosteronia, joka on tes-
tosteronia voimakkaammin vaikuttava androgeeni ja saa aikaan erilaisia vastei-
ta kuin testosteroni (Wilbert & al., 1982).
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Kaikkien androgeenien vaikutuksia välittää sama proteiini, androgeenireseptori
(AR) (Cooke & al., 1991). AR:ää ilmentyy kaikissa androgeenivälitteisen sääte-
lyn alaisissa kudoksissa ja AR:n synteesi on myös androgeenien säätelemää
(Blanchere & al., 1998; Mora & Mahesh, 1999).
2.2 Eturauhanen
Eturauhanen on virtsarakon kaulaa ja virtsaputken alkuosaa ympäröivä li-
säsukupuolirauhanen. Normaali aikuisen miehen eturauhanen on noin saksan-
pähkinän kokoinen. Eturauhanen tuottaa osan siittiöitä suojaavasta ja ravitse-
vasta siemenplasmasta, joka siemensyöksyssä sekoittuu siittiöihin ja rakkula-
rauhasten eritteisiin.
Eturauhasen muodostaa pääosin kaksi kudostyyppiä: rauhasrakkuloiksi järjes-
täytynyt eksokriininen eli avoeritteinen epiteeli ja sitä tukeva sidekudoksesta, si-
leälihaskudoksesta ja verisuonista koostuva peruskudos. Eturauhasen epiteelis-
tä voidaan lisäksi erottaa tyvisolukko ja varsinainen erittävä rauhasepitee-
lisolukko. (Dehm & Tindall, 2005.)
Eturauhasessa androgeenien on havaittu osallistuvan satojen eri geenien luen-
nan säätelyyn ja sitä kautta vaikuttavan muun muassa kasvutekijöiden syntee-
siin, solusykliin, solukuolemaan ja solujen liikkumisen säätelyyn (Xu & al., 2001;
Velasco & al., 2004; Jariwala & al., 2007; Romanuik & al., 2009).
Eturauhasen avoeritteisille rauhasepiteelisoluille androgeenit ovat tärkeä selviy-
tymis- ja säätelytekijä (Kyprinaou & Isaacs, 1988). Androgeenit edistävät rau-
hasepiteelin solujen erilaistumista, hillitsevät niiden jakatumista ja säätelevät
siemenplasman komponenttien tuottamista ja erittymistä. Yksi tunnetuimmista
androgeenivälitteisen säätelyn alaisista erittyvistä proteiineista on PSA (prosta-
te-specific antigen).
Eturauhasen epiteelin tyvisolut ovat erilaistumattomia eivätkä vaadi andro-
geenivälitteistä säätelyä selvitäkseen (Kyprianou & Isaacs, 1988), mutta andro-
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geenit edistävät niiden jakautumista ja erilaistumista avoeritteisiksi rauhasepi-
teelisoluiksi (Hayward & al., 1996).
Eturauhasen peruskudoksen toiminta on myös androgeenivälitteisen säätelyn
alaista. Vasteena androgeeneille peruskudos erittää erilaisia kasvutekijöitä, jot-
ka säätelevät parakriinisesti eturauhasen epiteelin toimintaa (Blanchere & al.,
1998). Eturauhasen peruskudoksen erittämät kasvutekijät ovat välttämättömiä
eturauhasen epiteelin solunjakautumisen ja toiminnan säätelyssä (Cunha & al.,
2002).
2.3 Eturauhasen syöpä
Eturauhasen syöpä on Suomessa sekä muissa länsimaissa miesten syövistä
yleisin ja toiseksi yleisin miesten syöpäkuolemien syy. Ikääntyminen kasvattaa
huomattavasti riskiä sairastua eturauhasen syöpään: alle 40-vuotiailla miehillä
on havaittu vain satunnaisia eturauhasen syöpätapauksia, kun taas yli 60-
vuotiaiden miesten joukossa havaittujen tapausten määrä kasvaa huomattavas-
ti. (Suomen Syöpärekisteri, 2009.)
Syöpäsolut toimivat monisoluisten eliöiden toiminnalle olennaisimpia sääntöjä
vastaan kaikin mahdollisin tavoin. Toisin kuin normaalit solut, joiden jakautumi-
nen, erilaistuminen, liikkuminen ja kuoleminen ovat tarkasti säädeltyjä, syö-
päsolut jakautuvat hallitsemattomasti ja voivat tunkeutua kasvamaan kudoksiin
ja elimiin, joihin ne eivät kuulu. Syövän vaarallisuus perustuu näihin kahteen
ominaisuuteen.
Tavallisesti syövän kehittyminen alkaa, kun yhden solun perimässä tapahtuu
mutaatio, joka ei korjaannu, mutta joka antaa solulle ja sen jälkeläisille jonkinlai-
sen kilpailuedun muihin soluihin verrattuna. Syövän kehittymisen käynnistävät
mutaatiot tapahtuvat usein solunjakautumista, solukuolemaa ja DNA:n korjausta
säätelevissä niin sanotuissa proto-onkogeeneissä eli esisyöpägeeneissä tai
kasvunrajoitegeeneissä (Gelmann, 2008).
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Poikkeavasta solusta ja sen jälkeläisistä syntyy joukko keskenään kilpailevia
epänormaaleja soluja. Aluksi solut muodostavat niin sanotun hyvänlaatuisen
kasvaimen. Ajan kuluessa kasvaimen soluissa tapahtuu lisää mutaatioita. Syö-
vän jokaisessa kehitysvaiheessa jossakin solussa tapahtunut mutaatio lisää en-
tisestään solun kilpailukykyä kasvaimen muihin soluihin nähden, kunnes kas-
vainta vallitsee kilpailun voittanut solulinja. Olennainen vaihe syövän kehittymi-
sessä on solujen muuntuminen pahanlaatuisiksi, jolloin ne saavat kyvyn liikkua
ja muodostaa alkuperäisestä kasvaimesta erillisiä etäpesäkkeitä (Gelmann,
2008).
Eturauhasen syöpien, kuten muidenkin adenokarsinoomien eli rauhasepiteeli-
peräisten syöpien, kehittyminen vaatii edellä kuvatun kaltaista asteittaista mu-
taatioiden kertymistä ja pahanlaatuisten solujen keskinäistä kilpailua (Kinzler &
Vogelstein, 1996).
Ensimmäinen vaihe eturauhasen syövän kehittymisessä on eturauhasen epitee-
linsisäinen kasvannainen (PIN [prostatic intraepithelial neoplasia]). Ajan kulues-
sa PIN kehittyy paikalliseksi eturauhasen epiteelin syöväksi ja lopulta etäpesäk-
keitä muodostavaksi eturauhasen karsinoomaksi. (Gelmann, 2008.)
Eturauhasen syöpä on hyvin monimuotoinen tauti – syöpään johtavien mutaati-
oiden luontaisen satunnaisuuden takia jokainen eturauhasen syöpä on yksilölli-
nen. Jopa yhden eturauhasen eri osista voidaan löytää monta erilaista muuntu-
nutta solulinjaa (Bostwick & al., 1998).
Varhaisessa vaiheessa eturauhasen syöpä voidaan poistaa leikkaamalla, häirit-
semällä androgeenien toimintaa kemiallisesti tai säteilyttämällä. Toisinaan syö-
pä kuitenkin uusiutuu. Käytetyin hoitokeino varsinkin pitkälle edenneissä etu-
rauhasen syövissä jo 1940-luvulta lähtien on ollut niin sanottu androgeeninriis-
tohoito, joka perustuu syöpäsolujen kasvun hillitsemiseen androgeenivälitteistä
säätelyä häiritsemällä. (Eisenberger, 2008.)
Kuten normaali eturauhanen, myös eturauhasen syövät ovat riippuvaisia andro-
geenivälitteisestä säätelystä (Huggins & Hodges, 1941). Androgeeninriistohoi-
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dossa verenkierron androgeenien määrä supistetaan mahdollisimman pieneksi
joko fysikaalisella kastraatiolla tai luliberiinianalogeilla, jotka estävät lutropiinin
erittymistä aivolisäkkeen etulohkosta ja siten estävät testosteronin erittymistä
kiveksistä. Hoitoon yhdistetään tavallisesti AR-salpaajia, jotka estävät veren-
kierron kortikosteroideja aktivoimasta AR:ää. (Eisenberger, 2008.)
Androgeeninriisto on lähes aina aluksi erittäin tehokas hoitokeino, mutta
useimmiten androgeeninriiston positiivinen hoitovaste on vain väliaikainen (Ei-
senberger, 2008). Syöpään johtanut pahanlaatuisten solulinjojen välinen kilpailu
jatkuu hoidon aikana. Androgeeninriistohoidon seurauksena androgeenivälittei-
sestä säätelystä vapautuneet eturauhasen syöpäsolut saavat selkeän kilpai-
luedun, minkä seurauksena usein kehittyy niin sanottu androgeeneista riippu-
maton eturauhasen syöpä, johon ei tällä hetkellä ole parantavaa hoitokeinoa.
2.4 Androgeenireseptori
Androgeenit säätelevät geenien ilmentymistä kohdesoluissaan androgeenire-
septorin (AR) välityksellä (Cooke & al., 1991). AR kuuluu steroiditumareseptori-
en perheeseen, jonka muita jäseniä ovat muun muassa progesteroni- ja estro-
geenireseptorit (Evans, 1988). Steroiditumareseptorit aktivoituvat, kun niihin si-
toutuu spesifinen ligandi, steroidihormoni. Aktivoituneet tumareseptorit siirtyvät
tumaan ja sitoutuvat spesifisiin kohdegeenien säätelyalueilla sijaitseviin tunnis-
tuskohtiin, mikä muuttaa kohdegeenien luentaa.
AR-proteiinin rakenne muodostuu samoista toiminnallisista yksiköistä kuin mui-
denkin steroiditumareseptorien: N-terminaalin transaktivaatiodomeenista,
DNA:ta sitovasta domeenista (DBD) ja C-terminaalin ligandia sitovasta do-
meenista (LBD) (MacLean & al., 1997).
Inaktiivisessa, ligandittomassa muodossa AR sijaitsee suurimmaksi osaksi solu-
limassa lämpöšokkiproteiineihin (Hsp) sitoututuneena (Pratt & Toft, 1997). Hsp:t
pitävät AR:n konformaation ligandia tehokkaasti sitovassa muodossa. AR akti-
voituu, kun ligandi sitoutuu LBD:hen. Ligandin sitoutuminen saa aikaan muutok-
sen AR:n konformaatiossa, minkä seurauksena Hsp irtoaa ja erilaisia säätely-
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proteiineja sitoutuu AR:ään. Säätelyproteiinit mm. stabiloivat aktivoituneen AR:n
rakennetta ja edistävät sen siirtymistä tumaan. (Shang & al., 2002.)
Aktiiviset AR-kompleksit muodostavat dimeerejä. Tumassa aktiiviset AR-dimee-
rikompleksit sitoutuvat AR:n kohdegeenien säätelyalueelle DBD:t tunnistavan
sekvenssin, ARE:n (AR response element), kohdalle. AR-dimeerikompleksin si-
toutuminen DNA:han mahdollistaa vielä muiden säätelyproteiinien sekä perus-
transkriptiokoneiston kiinnittymisen geenin säätelyalueelle, mikä joko käynnis-
tää tai lopettaa androgeenivälitteisen säätelyn alaisen geenin luennan (Naar &
al., 2001; Shang & al., 2002).
AR:ään sitoutunut ligandi määrää sen, kuinka stabiili aktiivisen AR-dimeeri-
kompleksin ja DNA:n välinen sidos on, ja siten sen, kuinka kauan kohdegeeniä
luetaan (Klokk & al., 2007). Kun ligandi irtoaa, AR-dimeerikompleksin rakenne
purkautuu ja ligandittomat AR:t siirtyvät tumasta takaisin solulimaan.
2.5 Eturauhasen syövän mutaatioita
Kuten edellä on todettu, sekä normaali eturauhasen toiminta että eturauhasen
syöpien kehittyminen ja kasvu ovat riippuvaisia AR:n välittämästä androgeenien
kasvutekijävaikutuksesta. Androgeeninriistohoidon alkuvaiheessa tavallisesti
havaittu positiivinen hoitovaste johtuu AR:n määrän ja aktiivisuuden vähenemi-
sestä. Muutokset AR:n toiminnassa selittävät, miksi androgeeninriistohoito te-
hoaa vain väliaikaisesti ja miten jotkin syöpäsolulinjat vapautuvat androgeenivä-
litteisestä säätelystä (Feldman & Feldman, 2001).
Nimestään huolimatta androgeeneista riippumattomat eturauhasen syövät ovat
enemmän tai vähemmän riippuvaisia androgeeneista tai AR:n välittämästä kas-
vutekijävaikutuksesta. Suuressa enemmistössä eturauhasen syöpiä AR on akti-
voitunut voimakkaaksi syöpägeeniksi. Useimmissa eturauhasen syövissä AR:ää
tuotetaan läpi syövän kehityskaaren (Ruizeweld de Winter & al., 1994), ja AR:n
aktivoituminen pysyvästi on viimeinen askel androgeeneista riippumattomien
eturauhasen syöpien kehittymisessä (Gelmann, 2008). Kuitenkin valtaosassa
eturauhasen syöpiä AR on syöpäsoluille yhä tärkeä kasvutekijäreseptori, minkä
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vuoksi sekä AR:n että AR:n säätelyproteiinien toiminnan alasajaminen on usein
tavoitteena uusien eturauhassyöpälääkkeiden kehityksessä.
AR:n epänormaali aktivoituminen voi tapahtua usean eri mekanismin kautta,
jotka voivat toimia samanaikaisesti ja vahvistaa toistensa vaikutusta. Eturauha-
sen syöpäsolut voivat yliherkistyä androgeeneille niin, että lähes olemattomat
pitoisuudet androgeeneja riittävät AR:n aktivaatioon. AR-geenin tai AR:n sääte-
lytekijöiden mutaatiot voivat muuttaa AR-proteiinin rakennetta siten, että muut-
kin ligandit kuin androgeenit voivat aktivoida AR:n tai siten, että AR on pysyvästi
aktiivinen ilman ligandiakin. Erilaiset häiriöt kasvutekijöiden tiedonsiirtoreiteissä
voivat myös aktivoida AR:n ilman ligandia. Joissakin tapauksissa androgeenivä-
litteiselle säätelylle tyypillisten tiedonsiirtoreittien aktivoituminen voi täysin ohit-
taa AR:n, mutta saada silti aikaan yhtäläisen vaikutuksen. (Feldman & Feldman,
2001.)
Seuraavissa osioissa käsitellään kahta tämän opinnäytetyön kannalta keskeistä
eturauhasen syövissä havaittua mutaatiota, LNCaP-soluissa esiintyvää AR-gee-
nin T877A-pistemutaatiota (Horoszewicz & al., 1983) ja VCaP-soluissa havait-
tua TMPRSS2–ERG-geenifuusiota (Korenchuk & al., 2001).
2.5.1 T877A-mutaatio
Androgeeninriistohoidon antama kilpailuetu kohdistuu sellaisiin eturauhasen
syöpäsolulinjoihin, joissa tapahtuneet mutaatiot sallivat niiden tulla toimeen sel-
keästi normaalia pienemmällä määrällä androgeeneja. Huomattava osa tällai-
sista mutaatioista kohdistuu AR-geeniin, johon mutaatioita on tavallisesti ker-
tynytkin sitä enemmän, mitä pidemmälle syöpä on kehittynyt (Taplin & al., 1995;
Marcelli & al., 2000). Mutaatioiden seurauksena AR:n välittämä kasvutekijävai-
kutus pysyy normaalina tai jopa voimistuu äärimmäisestäkin androgeeninriisto-
hoidosta huolimatta.
Liki 80 % eturauhasen syövissä havaituista AR-geenin mutaatioista on kohdis-
tunut alueelle, joka muodostaa alle kymmenesosan AR-geenistä. Suurin osa
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näistä mutaatioista on C-pään LBD:tä koodaavien eksonien pistemutaatioita.
(Buchanan & al., 2001.)
Eturauhasen syöpiin valikoituvat sellaiset mutaatiot, jotka johtavat LBD:n ligan-
dispesifisyyden vähenemiseen, minkä seurauksena AR:ää aktivoivien ligandien
määrä kasvaa (Buchanan & al., 2001). Tällöin androgeenien korvaajina voivat
toimia muut steroidihormonit, kuten kortikosteroidit tai progesteroni, tai jopa AR-
salpaajat (Veldscholte & al., 1992; Culig & al., 1993; Zhao & al., 2000).
Yleisin havaittu AR-geenin pistemutaatio on T877A-mutaatio, jossa AR-pro-
teiinin 877. aminohappo, treoniini, on vaihtunut alaniiniksi. Mutaatio vähentää
AR:n ligandispesifisyyttä ja sallii sekä kortikosteroidien, estradiolin, proges-
teronin että AR-salpaajana käytetyn hydroksiflutamidin aktivoivan AR:ää. (Veld-
scholte & al., 1992.)
Osassa tapauksia eturauhasen syöpään valikoituvien mutaatioiden laatu näyt-
tää riippuvan siitä, millä AR-salpaajalla sitä hoidetaan. Esimerkiksi hoitaminen
hydroksiflutamidilla edistää juuri T877A-mutaation sisältävien syöpäsolulinjojen
valikoitumista (Taplin & al., 1998). Vaikka androgeeninriisto AR-salpaajilla siis
onkin aluksi hyvin tehokas hoitokeino, näyttää se olevan myös yksi syy andro-
geeneista riippumattoman eturauhasen syövän kehittymiselle.
2.5.2 TMPRSS2–ERG-geenifuusio
AR:n eri mutaatioiden lisäksi erityisesti eturauhasen syövissä paljon havaittu
somaattinen mutaatio on geenifuusio TMPRSS2-geenin ja jonkin ETS-
geeniperheen jäsenen, ETV1:n, ETV4:n, ETV5:n tai ERG:n, välillä (Tomlins &
al., 2005; Tomlins & al., 2006; Helgeson & al., 2008). Yhdestä solulinjasta on
havaittu vain yhdenlaista geenifuusiota, ja esimerkiksi TMRPSS2–ETV1- ja
TMPRSS2–ERG-geenifuusiot on osoitettu toisensa poissulkeviksi (Tomlins &
al., 2005; Tomlins & al., 2008). Eri TMPRSS2–ETS-geenifuusioiden toimintata-
pa on kuitenkin eturauhasen syövissä samanlainen (Helgeson & al., 2008).
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ETS-geeniperheeseen kuuluu useita transkriptiotekijöitä, jotka säätelevät solu-
jen liikkumiseen ja erilaistumiseen sekä solunjakautumiseen, solukuolemaan ja
verisuonittumiseen osallistuvien geenien luentaa. ETS-geenien toiminnan sää-
tely on hyvin monitasoista ja niiden vaikutus solun ilmentämiin proteiineihin on
olosuhteista ja kudoksesta riippuvaista. (Seth & Watson, 2005.) Muun muassa
solunjakautumiseen, solujen liikkumiseen ja verisuonittumiseen liittyvien toimin-
tojensa takia ETS-geenit ovat yleisesti tunnettuja ja voimakkaita esisyöpä-
geenejä.
TMPRSS2 on androgeenivälitteisen säätelyn alainen geeni (Lin & al., 1999), jo-
ka koodaa erästä seriiniproteaasia. TMPRSS2-proteiinia ilmentyy ja erittyy var-
sinkin eturauhasen avoeritteisistä rauhasepiteelisoluista. TMPRSS2 ilmentyy
myös huomattavasti eturauhasen syöpäkudoksessa. (Afar & al., 2001.)
Yleisin TMPRSS2:n ja ETS-perheen välinen eturauhasen syövissä havaittu
geenifuusio on TMPRSS2–ERG (Tomlins & al., 2005; Iljin & al., 2006; Tomlins
& al., 2006). ERG on myös yleisimmin eturauhasen syövissä aktivoitunut esi-
syöpägeeni (Petrovics & al., 2005).
TMPRSS2 ja ERG voivat fuusioitua useista eri kohdista (Tomlins & al., 2005; Il-
jin & al., 2006; Clark & al., 2007). Useimmiten fuusion seurauksena syntynee-
seen fuusiogeeniin siirtyy TMPRSS2:sta vain avoimen lukukehyksen ulkopuoli-
sia sekvenssejä eikä fuusiogeeni koodaa fuusioproteiinia, vaan joko typistynyttä
tai kokonaista ERG-proteiinia (Clark & al., 2007).
Androgeenivälitteisen säätelyn alaisen TMPRSS2:n fuusioituminen ERG-
geeniin johtaa ERG:n siirtymiseen androgeenivälitteisen säätelyn alaisuuteen
(Tomlins & al., 2005), mikä selittää ERG:n epänormaalin ilmentymisen etu-
rauhasen syöpäsoluissa, joissa kyseinen geenifuusio on tapahtunut ja joissa AR
on syystä tai toisesta pysyvästi aktivoitunut. ERG ei ilmenny terveessä etu-
rauhasessa.
ERG:n yli-ilmentyminen aiheuttaa eturauhasen epiteelisolujen hyvänlaatuista lii-
kakasvua, muttei yksin riitä muuntamaan soluja pahanlaatuisiksi. Eturauhasen
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syöpäsoluissa ERG lisää solujen kykyä tunkeutua viereisiin kudoksiin muun
muassa aktivoimalla soluväliaineen hajottamiseen osallistuvien proteiinien il-
mentymistä (Tomlins & al., 2008).
Vaikka eturauhasen hyvänlaatuisten kasvainten ja eturauhasen syöpien ilmen-
tymisprofiili on samankaltainen (Tomlins & al., 2007a), ERG:n yli-ilmentymistä
tai TMPRSS2–ERG-geenifuusioita ei ole havaittu eturauhasen hyvänlaatuisissa
kasvaimissa (Tomlins & al., 2007b). TMPRSS2:n fuusioituminen johonkin ETS-
geeniperheen jäseneen ja siitä seuraava ETS-geenin yli-ilmentyminen vaikuttaa
siis olevan tärkeä vaihe ja erityisesti syöpäsolujen liikkuvuutta edistävä tekijä
eturauhasen syövän kehittymisessä.
3 MATERIAALIT JA METODIT
3.1 Syöpäsolulinjat
Tutkimukseen käytettyjen solulinjojen mutaatiot AR:n ja TMPRSS2–ETS-geeni-
fuusion suhteen on koottu taulukkoon 1. VCaP-solut yli-ilmentävät ERG-syöpä-
geeniä ja sitä käytetään TMPRSS2–ERG-fuusiogeeniä ilmentävien pahanlaa-
tuisten eturauhasen syöpien mallinnukseen (Korenchuk & al., 2001; Tomlins &
al., 2005). LNCaP-soluissa TMPRSS2:een on fuusioitunut ETS-perheestä
ETV1-geeni, jota se ilmentää (Tomlins & al., 2007).
Taulukko 1. Käytetyt syöpäsolulinjat ja niiden mutaatiot
Solulinja Alkuperä AR TMPRSS2–ETS
VCaP selkänikaman etäpesäke wt ERG
LNCaP imusolmukkeen etäpesäke T877A ETV1
Sekä VCaP- että LNCaP-solut ilmentävät AR:ää (van Bokhoven & al., 2003).
VCaP-soluissa ilmentyvä AR on normaalia wild type (wt) -muotoa. LNCaP-solu-
jen AR-proteiinissa on T877A-pistemutaatio, minkä vuoksi progestageenit, est-
radioli ja eräät AR-salpaajat voivat aktivoida AR:n (Horoszewicz & al., 1983).
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3.2 Lääkeaineet
Monensiini, salinomysiini ja nigerisiini hankittiin Sigma-Aldrichilta ja laimennet-
tiin etanoliin. Disulfiraami ja X hankittiin Flukalta ja laimennettiin dimetyylisulfok-
sidiin.
3.3 Western blot -menetelmä
Western blot on laajalti käytetty analyyttinen menetelmä, jolla voidaan tunnistaa
spesifisiä proteiineja solu- ja kudosnäytteistä. Western blot -menetelmässä pro-
teiinit denaturoidaan ja niiden varaus saatetaan negatiiviseksi natriumdodekyy-
lisulfaatilla (SDS). Negatiivisesti varautuneet proteiinit erotellaan elektroforeetti-
sesti molekyylipainon perusteella polyakryyliamidigeelillä. Erotellut proteiinit siir-
retään geelistä hydrofobisen kalvon pinnalle, jolla niitä voidaan värjätä erilaisilla
vasta-aineilla. Spesifisten vasta-aineiden avulla voidaan solun kaikkien proteii-
nien joukosta tunnistaa tietyt kiinnostuksen kohteena olevat proteiinit. Opinnäy-
tetyössä western blot -menetelmällä tutkittiin lääkeaineiden vaikutusta andro-
geenivälitteiseen säätelyyn liittyvien proteiinien, AR:n ja PSA:n, määrään.
Solut maljattiin noin 70 %:n konfluenssiin ja niiden annettiin kiinnittyä viljelyasti-
an pohjaan yön yli. Lääkeaineiden (konsentraatio 1 µM) annettiin vaikuttaa 3, 6
tai 24 h, minkä jälkeen solut hajotettiin Laemmlin näytepuskurilla (62,5 mM Tri-
siä, 1 % SDS:ää, 5 % ?-merkaptoetanolia, 10 % glyserolia, bromifenolisinistä).
Solu-uutteet säilytettiin ?20 °C:ssa. Verrokkeina käytettiin pelkällä liuotinaineella
käsiteltyjä soluja. Proteiinien ilmentymisen perustasona käytettiin ?-aktiinin
määrää. ?-aktiini on solun tukirangan proteiini, jonka määrä soluissa on nor-
maalisti melko muuttumaton.
Pakastetut solu-uutteet sulatettiin jäähauteella ja laimennettiin Laemmlin näyte-
puskurilla (1 osa solu-uutetta 3 osaan puskuria). Näytteitä denaturoitiin kuiva-
hauteella 95 °C:ssa 5 min, minkä jälkeen ne sekoitettiin pikaisesti vorteksoimal-
la ja sentrifugoitiin. Proteiinit eroteltiin polyakryyliamidigeeleillä (kasvava polyak-
ryyliamidigradientti 4:stä 20 %:iin). Elektroforeesi kesti 120 min 90 V:n jännit-
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teellä. Proteiinit siirrettiin geeleistä hydrofobisille nitroselluloosakalvoille sähkö-
virran avulla (20 V:n jännitteellä 30 min) Bio-Radin Semi-Dry Transfer Modulilla.
Siirron jälkeen kalvot huuhdeltiin TBST:llä ja niitä blokattiin 5-prosenttisella (w/v)
BSA-TBST-liuoksella 1–2 h. (TBST eli neutraaliin pH:hon Trisillä puskuroitu sa-
liini-Tween-20-liuos sisälsi 150 mM NaCl:a ja 0,1 % Tween-20:tä.) BSA sitoutuu
kalvon pinnalle ja täyttää tyhjät alueet, joihin proteiinien tunnistamiseen käytet-
tävät vasta-aineet muuten sitoutuisivat. Blokkaamisen jälkeen kalvoja huuhdel-
tiin TBST:llä 3 × 10 min.
Kalvot värjättiin tutkittavien proteiinien, AR:n (hiiriperäinen, monoklonaalinen,
MS-443-P1, NeoMarkers), PSA:n (kaniperäinen, monoklonaalinen, A0562, Da-
koCytomation) ja ?-aktiinin (hiiriperäinen, monoklonaalinen, A1978, Sigma-
Aldrich), spesifisillä primäärisillä vasta-aineilla. Primääriset vasta-aineet laimen-
nettiin 1:1 000 (AR, PSA) tai 1:4 000 (?-aktiini) 5-prosenttiseen BSA-TBST-
liuokseen. Kalvoja värjättiin noin 5 ml:lla kutakin vasta-aineliuosta kerrallaan
noin 1 h huoneenlämmössä tai yön yli 4 °C:ssa, minkä jälkeen ne huuhdeltiin
TBST:llä 3 × 10 min.
Sekundäärisenä vasta-aineena käytettiin piparjuuriperoksidaasi (HRP) -konju-
goitua, joko hiiren (AR:lle ja ?-aktiinille) (NA931V, GE Healthcare) tai kanin
(PSA:lle) (NA934V, GE Healthcare) antigeeneja tunnistavaa polyklonaalista
vasta-aineliuosta. Sekundaarinen vasta-aine laimennettiin 5-prosenttiseen BSA-
TBST-liuokseen 1:4 000. Proteiineja leimattiin noin 5 ml:lla jompaakumpaa se-
kundääristä vasta-aineliuosta noin 1 h huoneenlämmössä tai yön yli 4 °C:ssa,
minkä jälkeen niitä huuhdeltiin TBST:llä 3 × 10 min ja säilytettiin TBST:ssä
4 °C:ssa.
Leimattujen proteiinien havaitsemiseen käytettiin valmistajan ohjeen mukaan
valmistettua ECL-liuosta 1 ml/kalvo (Amersham Biosciences). Liuoksen annet-
tiin vaikuttaa noin 1 min huoneenlämmössä, minkä jälkeen kalvoja käytettiin
röntgenfilmien valottamiseen. ECL-liuos käynnistää sekundäärisen vasta-ai-
neen HRP-konjugaatin kemiluminesenssin, jonka voimakkuus riippuu sitoutu-
neen vasta-aineen ja siten tutkittavan proteiinin määrästä. Röntgenfilmejä valo-
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tettiin kemiluminesenssin voimakkuudesta riippuen muutamista sekunneista
noin puoleen tuntiin tai yön yli 4 °C:ssa, minkä jälkeen ne kehitettiin ja skannat-
tiin.
Skannatuista kalvoista määritettiin AR-, PSA- ja ?-aktiinijuovien keskimääräinen
pikselitiheys. AR:n ja PSA:n suhteellinen ilmentymistaso määritettiin suhteutta-
malla kunkin juovan pikselitiheys vastaavan ?-aktiinijuovan pikselitiheyteen.
3.4 Kvantitatiivinen RT-PCR
Kvantitatiivisessa käänteistranskriptaasi-PCR:ssä (qRT-PCR) näytteen sisältä-
mä RNA käännetään vastaavaksi komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA) kään-
teistranskriptaasi (RT) -entsyymin avulla. Käyttämällä koettimia, jotka jokaisen
PCR-syklin jälkeen hybridisoituvat niille spesifisiin cDNA-juosteisiin ja lähettävät
havaittavan signaalin, voidaan seurata tiettyjen cDNA:iden määrän kasvamista
ja kvantitoida alkuperäisessä näytteessä kiinnostuksen kohteena olleiden
RNA:iden määrä.
Tässä opinnäytetyössä qRT-PCR:llä tutkittiin lääkeaineiden vaikutusta andro-
geenivälitteiseen säätelyyn (AR, PSA, ERG, MYC) sekä oksidatiiviseen stres-
siin (ATF3, KLF6, MT1G, MT1F, DDIT3, DDIT4, TXNIP) liittyvien proteiinien
mRNA:n synteesiin.
Solut maljattiin noin 70 %:n konfluenssiin ja niiden annettiin kiinnittyä viljelyasti-
an pohjaan yön yli. Lääkeaineiden (konsentraatio 1 µM) annettiin vaikuttaa 3, 6
tai 24 h, minkä jälkeen solut hajotettiin RLT-puskurilla (Qiagen). Solu-uutteet
säilytettiin ?20 °C:ssa. Verrokkeina käytettiin pelkällä liuotinaineella käsiteltyjä
soluja. mRNA:n ilmentymisen perustasona käytettiin ?-aktiinin mRNA:n määrää.
Solu-uutteista eristettiin kokonais-RNA Qiagenin RNeasy-kitillä valmistajan oh-
jeiden mukaisesti. Näytteiden RNA-pitoisuus määritettiin spektrofotometrisesti.
500 ng RNA:ta/näyte käänteistranskriptoitiin Applied Biosystemsin cDNA-
synteesikitillä. qRT-PCR:ään käytettiin Universal Probe Libraryn TaqMan-koetti-
mia ja -alukkeita (Roche Diagnostics, Espoo). Alukkeiden sekvenssit on koottu
taulukkoon 2.
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Taulukko 2. qRT-PCR-alukkeiden sekvenssit
Geeni Vasen aluke Oikea aluke
AR gccttgctctctagcctcaa gtcgtccacgtgtaagttgc
PSA gtgcttgtggcctctcgt agcaagatcacgcttttgttc
ERG caggtgaatggctcaagga agttcatcccaacggtgtct
MYC caccagcagcgactctga gatccagactctgaccttttgc
ATF3 cgtgagtcctcggtgctc gcctgggtgttgaagcat
KLF6 aaagctcccacttgaaagca ccttcccatgagcatctgtaa
MT1F ccactgcttcttcgcttctc caggtgcaggagacacca
MT1G ctagtctcgcctcgggttg gcatttgcactctttgcact
DDIT3 cagagctggaacctgaggag tggatcagtctggaaaagca
DDIT4 ctggagagctcggactgc tccaggtaagccgtgtcttc
TXNIP acgcttcttctggaagacca aagctcaaagccgaacttgt
qRT-PCR suoritettiin Applied Biosystemsin ABI Prism 7900 -laitteella. Ilmenty-
mistasot kvantitoitiin ??CT-metodilla RQ manager 1.2 -ohjelmalla (Applied Bio-
systems). mRNA:iden suhteellisten ilmentymistasojen muuttuminen vasteena
lääkeainekäsittelyille laskettiin vertaamalla kunkin proteiinin mRNA:n määrää
käsitellyissä soluissa mRNA:n määrän keskiarvoon pelkällä liuotinaineella käsi-
tellyissä verrokeissa. Ilmentymisen kvantitointiin käytettiin 2–4 rinnakkaisnäytet-
tä.
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4 TULOKSET
4.1 Disulfiraami ja X
DSF:n ja X:n vaikutusta VCaP-solujen AR-tasoihin ja AR-signalointiin sekä erik-
seen että yhdessä tutkittiin qRT-PCR:llä ja western blot -menetelmällä. Lääkeai-
neiden annettiin vaikuttaa 3, 6 tai 24 h ennen solujen hajottamista.
DSF oli vähentänyt sekä AR- että PSA-geenin luentaa (58 ja 31 % kontrollin ta-
soa alempi) 24 h:n aikapisteessä. X oli nostanut AR:n ja PSA:n luentatason
kontrollin tasoa suuremmaksi 24 h:n aikapisteessä. Yhteisvaikutuksessa X hei-
kensi DSF:n vaikutusta sekä AR:n että PSA:n luennan vähentämisessä. (Ks.
kuvio 1.)
Erikseen käytettyinä sekä DSF että X olivat vähentäneet ERG:n luentaa (55 ja
41 %) 24 h:n aikapisteessä, mutta yhteiskäytössä ERG:n luenta oli 24 h:n aika-
pisteessä noussut kontrollin tasolle. Myös MYC-geenin luentataso oli vähenty-
nyt 24 h:n aikapisteessä vasteena DSF:lle ja X:lle erikseen (72 ja 74 %), mutta
yhteiskäytössä tämäkin vaikutus oli heikentynyt. (Ks. kuvio 3.)
Kuvio 1. AR:n ja PSA:n mRNA:n luentatason muuttuminen vasteena DSF:lle
ja/tai X:lle (1 µM) 3:n ja 24 h:n aikapisteessä VCaP-soluissa.
DSF+ X DSF+ XX X
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Kuvio 2. AR- ja PSA-proteiinin ilmentymistason muuttuminen vasteena DSF:lle
ja/tai X:lle (1 µM) 6:n ja 24 h:n aikapisteessä VCaP-soluissa.
Kuvio 3. ERG:n ja MYC:n mRNA:n luentatason muuttuminen vasteena DSF:lle
ja/tai X:lle (1 µM) 3:n ja 24 h:n aikapisteessä VCaP-soluissa.
AR-proteiinin määrässä ei havaittu merkittäviä muutoksia vasteena millekään
lääkeainekäsittelyllä 6:n eikä 24 h:n aikapisteessä. PSA-proteiininkaan määräs-
sä ei havaittu johdonmukaista muutosta 6:n eikä 24 h:n aikapisteessä vasteena
kummallekaan lääkeaineelle tai yhteiskäsittelylle. (Ks. kuvio 2.)
4.2 Monensiini, salinomysiini ja nigerisiini
4.2.1 Vaikutukset androgeenivälitteiseen säätelyyn
Monensiinin vaikutusta LNCaP- ja VCaP-solujen androgeenivälitteiseen sääte-
lyyn tutkittiin qRT-PCR:llä ja western blot -menetelmällä. Lääkeaineiden annet-
tiin vaikuttaa 3, 6 tai 24 h ennen solujen hajottamista.
X X
X XDSF+ X DSF+ X
DSF+ X DSF+ X
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LNCaP-soluissa monensiini vähensi merkittävästi AR-proteiinin määrää 24 h:n
aikapisteessä (ks. kuva 1 ja kuvio 4).
Kuva 1. Vasemmalla: western blot -kuva AR-proteiinin ilmentymistason muut-
tumisesta vasteena monensiinikäsittelylle (1 µM, +) 6:n ja 24 h:n aikapisteessä
LNCaP-soluissa. Oikealla: western blot -kuva AR- ja PSA-proteiinin ilmentymis-
tason muuttumisesta vasteena salinomysiinille (sal.) tai nigerisiinille (nig.)
(1 µM) 6:n ja 24 h:n aikapisteessä LNCaP- ja VCaP-soluissa.
Kuvio 4. AR-proteiinin ilmentymistason muuttuminen vasteena monensiinille
(1 µM) 3:n, 6:n ja 24 h:n aikapisteessä LNCaP-soluissa.
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Kuvio 5. AR:n mRNA:n luentatason muuttuminen vasteena salinomysiinille
(sal.) tai nigerisiinille (nig.) (1 µM) 3:n, 6:n ja 24 h:n aikapisteessä LNCaP- ja
VCaP-soluissa.
Kuvio 6. AR-proteiinin ilmentymistason muuttuminen vasteena salinomysiinille
(sal.) tai nigerisiinille (nig.) (1 µM) 3:n, 6:n ja 24 h:n aikapisteessä LNCaP- ja
VCaP-soluissa.
LNCaP-soluissa sekä salinomysiini että nigerisiini olivat vähentäneet AR-geenin
luentaa voimakkaasti 24 h:n aikapisteessä (94 ja 65 %). VCaP-soluissa sekä
salinomysiini että nigerisiini olivat vähentäneet AR:n luentaa 6 h:n aikapisteessä
(76 ja 59 %), mutta 24 h:n aikapisteessä AR:n luentataso oli noussut (68 ja
41 %). (Ks. kuvio 5.) Vastaavaa AR-proteiinin ilmentymisen vähenemistä
LNCaP-soluissa ei kuitenkaan havaittu. VCaP-soluissa AR-proteiinin määrässä
havaittiin vähenemistä 24 h:n kohdalla. (Ks. kuvio 6.)
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LNCaP-soluissa PSA:n luentataso oli vähentynyt voimakkaasti vasteena sa-
linomysiinille 6:n ja 24 h:n aikapisteessä (53 ja 96 %) sekä nigerisiinille 24 h:n
aikapisteessä (85 %). VCaP-soluissa sekä salinomysiinin että nigerisiinin vaiku-
tus PSA:n luentatasoon oli heikompi (24 h:n aikapisteessä 57 ja 19 %). (Ks. ku-
vio 7.) LNCaP-soluissa vastaavaa PSA-proteiinin määrän vähentymistä ei ha-
vaittu. VCaP-soluissa PSA:n määrä oli 24 h:n aikapisteessä laskenut. (Ks. kuvio
8.)
Kuvio 7. PSA:n mRNA:n luentatason muuttuminen vasteena salinomysiinille
(sal.) tai nigerisiinille (nig.) (1 µM) 3:n, 6:n ja 24 h:n aikapisteessä LNCaP- ja
VCaP-soluissa.
Kuvio 8. PSA-proteiinin ilmentymistason muuttuminen vasteena salinomysiinille
(sal.) ja nigerisiinille (nig.) (1 µM) 3:n, 6:n ja 24 h:n aikapisteessä LNCaP- ja
VCaP-soluissa.
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VCaP-soluissa salinomysiini ja nigerisiini olivat vähentäneet ERG-geenin luen-
taa jonkin verran 24 h:n aikapisteessä (31 ja 15 %) (ks. kuvio 9) ja MYC:n luen-
taa voimakkaammin jo 6 h:n aikapisteessä (59 ja 53 %) (ks. kuvio 10). 24 h:n
aikapisteessä salinomysiini oli pitänyt MYC:n luentatason suurin piirtein samana
kuin 6 h:n aikapisteessä, mutta nigerisiinillä käsitellyissä soluissa se oli noussut
takaisin liki kontrollin tasolle (ks. kuvio 10).
LNCaP-soluissa sekä salinomysiini että nigerisiini vähensivät MYC:n luentaa
kaikissa aikapisteissä ja erityisen voimakkaasti 24 h:n aikapisteessä (95 ja
87 %). (Ks. kuvio 10.)
Kuvio 9. ERG:n mRNA:n luentatason muuttuminen vasteena salinomysiinille
(sal.) tai nigerisiinille (nig.) (1 µM) 3:n, 6:n tai 24 h:n aikapisteessä VCaP-
soluissa.
Kuvio 10. MYC:n mRNA:n luentatason muuttuminen vasteena salinomysiinille
(sal.) tai nigerisiinille (nig.) (1 µM) 3:n, 6:n tai 24 h:n aikapisteessä LNCaP- ja
VCaP-soluissa.
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4.2.2 Vaikutukset oksidatiiviseen stressiin
Monensiinin aiheuttamat muutokset oksidatiiviseen stressiin liittyvien geenien
luennassa validoitiin qRT-PCR:llä geenien MT1F, MT1G, ATF3, KLF6, DDIT3,
DDIT4 ja TXNIP osalta. Myös salinomysiinin ja nigerisiinin vaikutukset samojen
geenien luentaan tutkittiin qRT-PCR:llä. qRT-PCR:n tulokset on koottu heat
mapiksi kuvioon 11.
Monensiini, salinomysiini ja nigerisiini aiheuttivat samankaltaiset vasteet sekä
LNCaP- että VCaP-soluissa. Sekä monensiini, salinomysiini että nigerisiini las-
kivat LNCaP- ja VCaP-soluissa voimakkaasti TXNIP-geenin luentaa. TXNIP
(thioredoxin-interacting protein) osallistuu solunsisäisten reaktiivisten happiradi-
kaalien määrän säätelyyn inhiboimalla tioredoksiineja. Tioredoksiinit toimivat so-
luissa antioksidantteina pelkistämällä muita proteiineja.
Monensiini, salinomysiini ja nigerisiini lisäsivät metallotioneiinigeenien MT1F ja
MT1G luentaa voimakkaasti 3:n ja 6 h:n aikapisteessä VCaP-soluissa ja 24 h:n
aikapisteessä LNCaP-soluissa. Metallotioneiinien tehtäviin kuuluu muun muas-
sa vapaiden metallien ja happiradikaalien sitominen, joiden määrä kasvaa oksi-
datiivisessa stressissä. Metallotioneiinigeenien ilmentyminen tehostuu vasteena
oksidatiiviselle stressille.
Monensiini, salinomysiini ja nigerisiini lisäsivät ATF3-geenin luentaa 3:n, 6:n ja
24 h:n aikapisteessä sekä LNCaP- että VCaP-soluissa. KLF6:n luenta oli myös
voimistunut 24 h:n aikapistettä lähetessä kummassakin solulinjassa vasteena
jokaiselle lääkeaineelle.
ATF3 (activating transcription factor 3)  ja  KLF6  (Krüppel-like factor 6) ovat
apoptoosiin liittyviä transkriptiotekijöitä. ATF3:a ilmentyy esimerkiksi oksidatiivi-
nen stressin ja DNA:n vaurioitumisen seurauksena, ja sen vaikutuksesta solu
siirtyy apoptoosiin (Hai & Hartman, 2001).
KLF6:n on havaittu säätelevän ATF3:n ilmentymistä joissain eturauhas-
syöpäsoluissa ja voivan käynnistää apoptoosin näissä soluissa ATF3-
välitteisesti. KLF6:n ilmentymistaso nousee muun muassa oksidatiivisessa
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stressissä, ja apoptoosin käynnistymiseksi vaaditaan sekä KLF6:n että ATF3:n
ilmentymistä. (Huang & al., 2008.)
Muita luennaltaan voimistuneita geenejä vasteena kaikille kolmelle lääkeaineel-
le olivat DDIT:t 3 ja 4 (DNA damage–inducible transcription factor). VCaP-solu-
linjassa DDIT:t indusoituivat voimakkaasti vasteena salinomysiinille ja nigerisii-
nille, mutta LNCaP-soluissa heikommin. Monensiinin vaikutus oli voimakas
kummassakin solulinjassa. DDIT3:a ja DDIT4:ää ilmentyy solulimakalvoston
häiriötilan tai DNA:n vaurioitumisen aikaansaaman apoptoosin yhteydessä
(Guan & al., 2009; Whitney & al., 2009).
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Kuvio 11. Heat map oksidatiiviseen stressiin liittyvien geenien luentatason muu-
toksista (Kirsi Ketola, 2011).
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5 ARVIOINTI
5.1 Disulfiraami ja X
Disulfiraamin (DSF) on todettu estävän valikoivasti eturauhasen syöpäsolujen
kasvua in vitro ja hidastavan syöpäkasvainten kasvua in vivo (Iljin ym., 2009).
Opinnäytetyössä DSF vähensi AR-geenin ja AR:n säätelyn alaisten geenien lu-
entaa 24 h:n aikapisteessä.
Saatu tulos DSF:n kyvystä häiritä AR-välitteistä tiedonsiirtoa on osittain epäjoh-
donmukainen aikaisemmin julkaistujen tutkimustulosten kanssa, joissa vastaava
AR:n luentatason aleneminen havaittiin vasta 48 h:n aikapisteessä (Iljin & al.,
2009). Opinnäytetyössä saadun tuloksen perusteella DSF estäisi AR:n ilmen-
tymistä jopa aikaisemmin havaittua nopeammin.
Ristiriitaisesti X vähensi ERG:n ja MYC:n luentaa, mutta lisäsi AR:n ja PSA:n
luentaa TMPRSS2–ERG-fuusiogeeniä ilmentävissä VCaP-soluissa. VCaP-so-
luissa ERG-geeni on siirtynyt AR-välitteisen säätelyn alaiseksi, ja MYC-geenin
ilmentyminen on puolestaan ERG:n säätelemää. X estää ERG:n luentaa toden-
näköisesti jonkin muun kuin AR-välitteisen tiedonsiirtoreitin kautta.
Yhteiskäytössä DSF:n kanssa X heikensi DSF:n vaikutusta kaikkien tutkittujen
geenien, AR:n, PSA:n, ERG:n ja MYC:n, ilmentymisen eston suhteen. Mikäli X
voimistaa DSF:n eturauhasen syöpäsolujen kasvua estävää vaikutusta, välittyy
vaikutus todennäköisesti jonkin muun mekanismin kuin AR-välitteisen tiedonsiir-
ron häirinnän kautta.
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5.2 Monensiini, salinomysiini ja nigerisiini
Monensiinin on todettu estävän eturauhasen syöpäsolujen kasvua in vitro. Kai-
kista testatuista lääkeaineista monensiini oli yksi tehokkaimmista ja valikoivim-
mista eturauhasen syöpäsolujen kasvua estävistä aineista. (Iljin & al., 2009.)
Eläinlääketieteessä monensiinia on käytetty antibioottina, joten se saattaisi so-
veltua myös ihmiskäyttöön.
Monensiini estää eturauhasen syöpäsolujen kasvua häiritsemällä AR-välitteistä
tiedonsiirtoa sekä lisäämällä oksidatiivista stressiä ja apoptoosia valikoivasti
eturauhasen syöpäsoluissa (Ketola & al., 2010). Opinnäytetyössä havaittiin, että
myös monensiinin kanssa rakenteellisesti samankaltaiset salinomysiini ja nigeri-
siini vähensivät AR-geenin luentaa, AR-proteiinin ilmentymistä sekä tutkittujen
geenien, PSA:n, ERG:n ja MYC:n, luentaa eturauhasen syöpäsoluissa.
Salinomysiini esti AR:n, PSA:n, ERG:n ja MYC:n luentaa tehokkaammin kuin
nigerisiini. Sekä salinomysiini että nigerisiini vähensivät AR:n ilmentymistä voi-
makkaammin LNCaP-soluissa kuin TMPRSS2–ERG-fuusiogeeniä ilmentävissä
VCaP-soluissa. Lisäksi AR:n säätelemän PSA:n luenta oli vähentynyt enemmän
LNCaP- kuin VCaP-soluissa. Salinomysiini ja nigerisiini vähensivät myös ERG:n
säätelemän MYC:n luentaa huomattavasti enemmän LNCaP-soluissa kuin
VCaP-soluissa.
Salinomysiini ja nigerisiini vähensivät AR-geenin luentaa enemmän kuin mo-
nensiini (Ketola & al., 2010) sekä TMPRSS2–ERG-fuusiogeeniä ilmentävissä
VCaP-soluissa että LNCaP-soluissa. VCaP-soluissa monensiini vähensi kuiten-
kin AR-proteiinin määrää 24 h:n aikapisteessä enemmän kuin salinomysiini tai
nigerisiini. VCaP-soluissa salinomysiinin ja nigerisiinin vaikutus AR:n säätele-
män ERG:n luentaan ei ollutkaan voimakkaampi kuin monensiinin, koska vasta
muutokset itse AR-proteiinin määrässä tai aktiivisuudessa vaikuttavat sen sää-
telemien geenien luentaan. VCaP-soluissa salinomysiini ja nigerisiini eivät vai-
kuttaneet myöskään ERG:n säätelemän MYC:n luentaan monensiinia tehok-
kaammin, ja itse asiassa 24 h:n aikapisteessä nigerisiinin MYC:n luentaa vä-
hentävä vaikutus olikin paljon monensiinin vaikutusta heikompi. LNCaP-soluissa
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salinomysiini ja nigerisiini vähensivät AR:n lisäksi myös MYC:n luentaa tehok-
kaammin kuin monensiini.
Sekä monensiini, salinomysiini että nigerisiini lisäsivät oksidatiivisen stressin
merkkigeenien ilmentymistä eturauhasen syöpäsoluissa. Voimakkaimmin oksi-
datiivista stressiä lisäsi monensiini. Pahanlaatuisissa eturauhasen syöpäsoluis-
sa on oksidatiivista stressiä luontaisestikin enemmän kuin ei-pahanlaatuisissa
soluissa, minkä takia eturauhasen syöpien hoitostrategiaksi on ehdotettu syö-
päsolujen oksidatiivisen stressin lisäämistä edelleen kunnes ne siirtyvät apop-
toosiin (Kumar & al., 2006; Khandrika & al., 2009).
ERG:n säätelemän MYC-geenin on havaittu olevan eturauhasen syövissä ylei-
sesti monistunut ja yli-ilmentynyt syöpägeeni (Dong, 2006), joka osallistuu solu-
jen suojelemiseen oksidatiiviselta stressiltä (Benassi & al., 2006). Oksidatiivisen
stressin merkkigeenien ilmentyminen olikin voimistunut heikoimmin vasteena
nigerisiinille, jonka ERG:n luentaa vähentävä vaikutus oli myös heikoin
TMPRSS2–ERG-fuusiogeeniä ilmentävissä soluissa.
Opinnäytetyön tulosten perusteella monensiini, salinomysiini ja nigerisiini häirit-
sevät AR-välitteistä tiedonsiirtoa ja lisäävät solunsisäista oksidatiivista stressiä
eturauhasen syöpäsoluissa. AR-välitteisen tiedonsiirron häirinnän lisäksi sa-
linomysiini ja nigerisiini estävät eturauhasen syövälle tärkeiden antioksidatiivis-
ten syöpägeenien, ERG:n ja MYC:n, luentaa. Salinomysiinin ja nigerisiinin te-
hokkuus ERG:n ja MYC:n luennan vähentämisessä vaikuttaakin heijastuvan
niiden kykyyn lisätä solunsisäistä oksidatiivista stressiä.
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